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KUUDES KOMISSION DIREKTIIVI,

annettu 20 paivdnd joulukuuta 1974,

yhteison midritysmenetelmisti rehujen virallista tarkastusta varten

(75/84/ETY)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan talousyhteison perustamissopi-
muksen,

ottaa huomioon yhteisén niytteenotto- ja mairitysmene-
telmistd rehujen virallista tarkastusta varten 20 pdivini
heindkuuta 1970 annetun neuvoston direktiivin(!), sellai-
sena kuin se on viimeksi muutettuna uusien jisenvaltioi-
den Euroopan talousyhteiston ja Euroopan ydinenergia-
yhteis66n liittymisestd Brysselissd 22 pdivianid tammikuuta
1972(*) allekirjoitettuun sopimukseen liitetylld asiakir-
jalla®),

seki katsoo, etti

mainitussa direktiivissi siidetiin rehujen virallisen tar-
kastuksen suorittamisesta yhteisdn nidytteenotto- ja mii-
ritysmenetelmii kdyttden sen todentamiseksi, ettd lakien,
asetusten ja hallinnollisten miirdysten rehujen laatua ja
koostumusta koskevat vaatimukset tulevat tiytetyksi,

useita yhteisén miiritysmenetelmii on jo vahvistettu 15
paiviand kesdkuuta 1971 annetulla komission direktiivilld
71/250/ETY (%), 18 pidivini marraskuuta 1971 annetulla
komission direktiivilli 71/393/ETY(%), 27 piiviani huhti-
kuuta 1972 annetulla komission direktiivillda 72/199/
ETY(®), 5 pdivinid joulukuuta 1972 annetulla komission
direktiivild 73/46/ETY(?) ja 25 pdivind maaliskuuta
1974 annetulla komission direktiivilld 74/203/ETY (8); tyo
on timin jilkeen edistynyt siind mairin, ettd olisi hyvik-

(1) EYVL N:o L 170, 3.8.1970, s. 2
(3) EYVL N:o L 73, 27.3.1972, s. 14
3} EYVL Nio L 73, 27.3.1972, 5. §
() EYVL N:o L 155, 12.7.1971, s. 13
¥} EYVL N:o L 279, 20.12.1971, s. 7
(6) EYVL Nio L 123, 29.5.1972, 5. 6
(7) EYVL N:o L 83, 30.3.1973, s. 21
(®) EYVL N:o L 108, 22.4.1974, s. 7

syttivd kuudes ryhmi menetelmis, ja tidssi direktiivissd
sdddetyt toimenpiteet ovat pysyvian rehukomitean lausun-
non mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Jasenvaltioiden on vaadittava, etti rehujen virallisessa
tarkastuksessa kiytettivit bukinolaatin, sulfakinoksalii-
nin ja furatsolidonin pitoisuudet miiritetddn timin
direktiivin liitteessd esitettyjen menetelmien mukaisesti.

Tiamin direktiivin liitteessd esitettyihin menetelmiin on
sovellettava 15 pdivdni kesikuuta 1971 annetun ensim-
miisen komission direktiivin 71/250/ETY liitteessa olevan
1 osan (Johdanto) yleisid maidrdyksid, lukuun ottamatta
naytteen esikisittelyd koskevia mairayksii.

2 artikla

Jasenvaltioiden on saatettava timin direktiivin noudatta-
misen edellyttimait lait, asetukset ja hallinnolliset maa-
raykset voimaan viimeistidn 1 pdivind marraskuuta
1975. Niiden on ilmoitettava tisti komissiolle viipy-
mattd,

3 artikla

Tami direktiivi on osoitettu kaikille jisenvaltioille.

Tehty Brysselissd 20 pdivini joulukuuta 1974.

Komission puolesta
Pubeenjobtaja
Francois-Xavier ORTOLI
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LITE

1. BUKINOLAATIN MAARITTAMINEN

(etyyli-4-hydroksi-6,7-di-isobutoksi-3-kinoliinikarboksylaatti)

arkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld on mahdollista mairittdd bukinolaatin pitoisuus rehuissa, konsentraateissa ja esiseoksissa.
Mairityksen alaraja on 10 mg/kg. Dekokinaatti hiiritsee mairitysta.

Periaate

Naéyte uutetaan kloroformilla: uute haihdutetaan kuivaksi, jdannos liuotetaan kloroformiin ja erotetaan
ohutlevykromatografisesti. Bukinolaatti uutetaan etanolilla ja maiiritetddn spektrofluorometrisesti ver-
taamalla standardiliuoksiin.

Reagenssit

31

Kloroformi, analyysilaatua.

3.2 96 % (v/v) etanoli, analyysilaatua.

3.3 Kloroformin ja etanolin seos: sekoitetaan keskendin 10 tilavuusosaa kloroformia (3.1) ja yksi
tilavuusosa etanolia (3.2).

3.4 80 % (v/v) etanoli, analyysilaatua.

3.5 Silikageeli G, ohutlevykromatografiaa varten.

3.6 Standardiyhdiste: puhdas bukinolaatti.

3.7 Standardiliuokset:

3.7.1 Bukinolaatin standardiliuos, 0,2 mg/ml: punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella 50 mg standardi-
ainetta (3.6). Liuotetaan kloroformiin (3.1) 250 ml:n mittapullossa lammittimalla vesihau-
teella 50 °C:ssa. Annetaan jadhtyd huoneenlimpdiseksi, tdytetdin merkkiin kloroformilla
(3.1) ja homogenoidaan.

3.7.2 Kiyttostandardiliuokset: pipetoidaan 5, 10, 15, 20 ja 25 ml livosta (3.7.1) 25 mln
mittapulloihin. Taytetiin merkkiin kloroformilla (3.1) ja homogenoidaan. Valmistetaan
vilittomasti ennen kidyttod. Nama liuokset sisaltavit vastaavasti 0,04, 0,08, 0,12, 0,16 ja
0,20 mg bukinolaattia millilitrassa.

Vilineisto

4.1 Hiostulpallisia 50 ja 250 ml:n erlenmeyerkolveja.

4.2 Ravistelija.

4.3 Sentrifugi, johon sopii hiostulpalliset 15 ml:n putket.

4.4 Vesihaude, sdadetty 50 °C:een.

4.5 Ohutlevykromatografiavilineet.

4.6. Ohutlevykromatografiassa kiytettivat lasilevyt, 200 x 200 mm, kisitelldan seuraavasti. Levyille
levitetddn tasainen 0,5 mm:n paksuinen kerros silikageeli G:td (3.5) ja annetaan kuivua 15
minuuttia. Levyjd pidetidn kuivauskaapissa (4.11) kaksi tuntia ja siirretiddn sitten silikageelid
sisdltavadn eksikaattoriin. Valmiina hankittavat levyt ovat my6s kiyttokelpoisia, mikili niilla
saadaan samanlaisia tuloksia kuin edelld esitetyilld levyilla.

4.7 0,5 ml:n mikropipetteja.

4.8 Ohutlevykromatografian vyohykkeiden talteenottolaite.
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4.9 Lyhyelld aallonpituusalueella toimiva ultraviolettilamppu.
4.10 Spektrofotofluorometri, jossa on ksenonlamppu ja kaksi monokromaattoria.
4.11 Kuivauskaappi, jossa on tuuletin ja joka on siddetty 100 °C:een.

4.12 Pyoérohaihdutin ja 250 mlin keittopullo.

5 Menettely
5.1 Nadytteen valmistus

Niyte jauhetaan niin, ettd se lipdisee kokonaisuudessaan 1 mm:n seulan (ISO R 565:n
suosituksen mukainen).

5.2  Uutto

Punnitaan hienoksi jauhettua ja homogenoitua niytettd milligramman tarkkuudella sellainen
mddrd, ettd se sisdltdd noin 1,25 mg bukinolaattia. Analysoitava niyte siirretdin 250 ml:in
erlenmeyerkolviin (4.1) ja lisitdian 100 ml kloroformia (3.1). Sekoitetaan, pullo suljetaan tulpalla,
ja ravistellaan tunnin ajan ravistelijalla (4.2). Dekantoidaan, suodatetaan ja suodoksesta heitetian
pois ensimmaiset millilitrat.

Siirretddn 80 ml kirkasta suodosta 150 ml:n dekantterilasiin tai 250 ml:n keittopulloon, joka on
kiinnitetty pydréhaihduttajaan (4.12). Haihdutetaan miltei kuiviin vesihauteella (4.4), 6ljymédinen
jddnnés liuotetaan kiyttien toistuvasti muutamia millilitroja kloroformia (3.1) ja siirretdin
kvantitatiivisesti 10 mlin mittapulloon ohutkaulaista suppiloa kiyttien. Tadytetadn merkkiin
kloroformilla (3.1) ja homogenoidaan. Mikili liuos ei ole kirkas, sentrifugoidaan 3 minuuttia
nopeudella 3 000 kierr./min. tulpallisessa putkessa.

5.3 Obutlevykromatografia

Mikropipetilli (4.7) pipetoidaan tiplind kromatografialevylle 2 c¢m:n padhin toisistaan 5.2
kohdassa saatua uutetta 0,25 ml ja viittd kiyttostandardilivosta (3.7.2).

Levy kehitetdan kloroformilla (3.1) kunnes livotinrintama on kiytinnéssi saavuttanut levyn
ylireunan, jonka jilkeen se kuivataan ilmavirrassa. Levy kehitetiin kloformi-etanoli-seoksella
(3.3) kunnes liuotinrintama on kulkenut noin 12 cm. Liuottimien annetaan haihtua. Kromato-
grammiin kohdistetaan ultraviolettivalo (4.9) ja bukinolaattitiplan (Rf-arvo 0,4-0,6) virin rajat
merkitdin neulalla.

5.4 Eluointi
Silikageeli otetaan kultakin merkityltd vydhykkeeltd talteen kiyttien vydhykkeen keridyslaitetta
(4.8) ja siirretddn sentrifugiputkeen (4.3). Kuhunkin putkeen lisitdiin 10 ml etanolia (3.4),
ravistellaan 20 minuuttia ja sentrifugoidaan viisi minuuttia nopeudella 3 000 kierr./min. Kirkkaat
liuokset dekantoidaan 50 ml:n erlenmeyerkolveihin (4.1).

5.5 Fluoresenssin mittaus

Spektrofotofluorometrin (4.10) asteikko asetetaan sadaksi viakevimmistd standardiliuoksesta
saadulla eluaatilla (5.4) kiyttien eksitointiin sellaista vililli 200-280 nm olevaa aallonpituutta,
joka antaa voimakkaimman fluoresenssin, ja emissioaallonpituutena 375 nm.

Muiden eluaattien (5.4) fluoresenssi mitataan niissid olosuhteissa. Saaduista arvoista midiritetdin
bukinolaatin miidra (A) milligrammoina 10 ml:ssa niytteestd saatua eluaattia.

6 Tulosten laskeminen
Naytteen bukinolaattipitoisuus milligrammoina kilogrammaa kohti saadaan kaavasta:

A
— - 50 000
P 0

jossa: A = spektrofluorometriselld mittauksella saatu bukinolaatin miiri milligrammoina.

P = ndytteen punnitus grammoina,
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7  Toistettavuus

Samasta ndytteesti tehtyjen kahden rinnakkaisen mairityksen tulosten ero ei saa ylittaa:

50 %, suhteessa suurempaan tulokseen, bukinolaattipitoisuuksien ollessa vililli 10-20 mg/kg;
10 mg/kg, absoluuttisesti ilmoitettuna, pitoisuuksien ollessa vililli 20-100 mg/kg;

10 % suhteessa suurempaan tulokseen, pitoisuuksien ollessa vililli 100-5 000 mg/kg;

500 mg/kg, absoluuttisesti ilmoitettuna, pitoisuuksien ollessa vililli 5 000-10 000 mg/kg;

5 %, suhteessa suurempaan tulokseen, yli 10 000 mg/kg pitoisuuksilla.

2. SULFAKINOKSALIININ MAARITYS
[(2—4-aminobentseenisulfonamido)kinoksaliini]

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld on mahdollista maarittad sulfakinoksaliinin pitoisuus rehuissa, konsentraateissa ja esise-
oksissa. Mairityksen alaraja on 20 mg/kg. Muut sulfonamidit ja arsaniilihappo héiritsevit maritysta.

Periaate
Niyte uutetaan dimetyyliformamidilla ja kloroformilla. Sulfakinoksaliini hydrolysoidaan emiksisessd

liuoksessa. Neutraloinnin jilkeen muodostunut aminojohdannainen diatsotoidaan ja se liitetdin N-
2-aminoetyyli-1-naftyyliamiiniin. Liuoksen absorbanssi mitataan 545 nm:ssi.

Reagenssit

3.1 N,N-dimetyyliformamidi, analyysilaatua.
3.2 Kloroformi, analyysilaatua.

3.3 Absoluuttinen etanoli.

3.4 Emiksinen suolavesi: liuotetaan veteen 10 g natriumhydroksidia analyysilaatua ja 25 g natrium-
kioridia analyysilaatua. Taytetddn vedelld 500 ml:ksi ja homogenoidaan.

3.5 Vikevi kloorivetyhappo, analyysilaatua, tiheys 1,18.

3.6 0,1 % (w/v) natriumnitriittilivos: 100 mg natriumnitriittid analyysilaatua liuotetaan veteen,
tiytetidn 100 ml:ksi vedelld ja homogenoidaan. Valmistetaan vilittomasti ennen kayttod.

3.7 0,5 % (w/v) ammoniumsulfamaattiliuos: 500 mg ammoniumsulfamaattia analyysilaatua liuotetaan
veteen, tiytetddn 100 ml:ksi vedelld ja homogenoidaan. Valmistetaan vilittomasti ennen kayt-
tod.

3.8 0,1% (w/v) N-2-aminoetyyli-1-naftyyliamiinidihydrokloridiliuos: 100 mg N-2-aminoetyyli-1-
naftyyliamiinidihydrokloridia analyysilaatua liuotetaan 0,1 % (v/v) kloorivetyhappoon analyysi-
laatua; tdytetddn 100 ml:ksi samalla hapolla ja homogenoidaan. Valmistetaan vilittémasti ennen
kayttoa.

3.9 Standardiyhdiste: puhdas sulfakinoksaliini.

3.10 Standardilivos: punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella 250 mg standardiyhdistetta (3.9.). Liuotetaan
50 ml:aan natriumhydroksidilivosta (25 ml 0,1 N natriumhydroksidilivosta + 25 ml vettd),
taytetdan 500 ml:ksi vedelld ja homogenoidaan. Laimennetaan 5 ml 100 ml:ksi vedelli. Millilitra
titd livosta sisdltdd 25 ug sulfakinoksaliinia.

Vilineisto

4.1 250 mkn hiostulpallisia erlenmeyerkolveja.

4.2 Ravistelija.

4.3 Suodatinupokas, huokoskoko 3, lipimitta 80 mm, ja imupullo.

4.4 250 mln erotussuppiloita.
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4.5

4.6

4.7

4.8

50, 100, 250 ja 500 ml:n mittapulloja.
Koeputkia, 150 mm x 25 mm.
Héyryhaude.

Spektrofotometri ja 20 mm:n kyvetit.

Menettely

51

52

5.3

54

5.5

Niytteen valmistus

Niyte jauhetaan niin, etti se lipdisee kokonaisuudessaan 1 mm:n seulan (ISO R 565:n
suosituksen mukainen).

Uutto
Punnitaan hienoksi jauhettua ja homogenoitua niytettd milligramman tarkkuudella seltainen

mdiri, ettd se sisdltad 0,25-1,25 mg sulfakinoksaliinia. Analysoitava nayte siirretdan 250 mln
erlenmeyerkolviin (4.1) ja lisitdian 20 ml N,N-dimetyyliformamidia (3.1). Sekoitetaan ja kuumen-

netaan kolvia hoyryhauteella (4.7) 20 minuuttia. Annetaan jiihtyd juoksevassa kylmissi vedessi. .

Lisdtddn 60 ml kloroformia (3.2), kolvi suljetaan ja sitd ravistellaan 30 minuuttia ravistelijassa
(4.2).

Neste suodatetaan suodatinupokkaan lipi (4.3) lievdd imua kiyttien. Imupullo huuhdotaan nelji
kertaa 5 ml:lla kloroformia (3.2) ja huuhteluliuvokset kaadetaan upokkaalle ja annetaan imeytya
sen lipi. Suodos siirretddn erotussuppiloon (4.4), imupullo huuhdotaan noin 15 ml:lla klorofor-
mia (3.2) ja huuhteluliuokset siirretdin erotussuppiloon.

Hydrolyysi

- Erotussuppiloon lisitddan 50 m! emdksistd suolaliuosta (3.4) ja § ml etanolia (3.3). Kerrokset

sekoitetaan perusteellisesti vilttien emulsion muodostumista joko kiintimalld suppilo ylosalaisin
noin 20 kertaa. tai pyorittimilld sitd poistoputken ja tulpan kautta kulkevan vaaka-akselin
ympiri. Kerroksien annetaan erottua (erottuminen tapahtuu tavallisesti tdydellisesti noin 15
minuutin aikana). ’

Ylikerros (vesipitoinen kerros) siirretidn 250 ml:n mittapulloon {4.5). Kloroformikerroksen uutto
toistetaan vield kolme kertaa 50 ml:lla emiksistd suolavettd (3.4) ja kukin vesipitoinen eri
lisitddn mittapullon sisiltéon. Taytetddn merkkiin vedelld ja homogenoidaan.

Siirretddn 25 ml titd livosta 50 ml:n mittapulloon (4.5), lisitidn 5 ml kloorivetyhappoa (3.5),
taytetddn merkkiin vedelli ja homogenoidaan. Tarvittaessa suodatetaan ja ensimmiiset 15 ml
suodosta heitetddn pois. Tastd liuoksesta otetut 10 mlin erit siirretdin kahteen koeputkeen (4.6),
A ja B.

Virin kebitys ja absorbanssin mittaus

Kuhunkin koeputkeen lisitdiin 2 ml natriumnitriittilinosta (3.6), sekoitetaan ja annetaan seisti
kolme minuuttia. Lisitiin 2 ml ammoniumsulfamaattiliuosta (3.7), sekoitetaan ja annetaan seisti
kaksi minuuttia. Lisdtddn 1 ml N-2-aminoetyyli-1-naftyyliamiinidihydrokloridiliuosta (3.8) put-
keen A ja 1 ml vettd putkeen B. Kummankin putken sisilté sekoitetaan perusteellisesti. Putkiin
kiinnitettyjen kumiyhteiden avulla ndihin muodostetaan vesi-imun avulla lievid alipaine liuenneen
typen poistamiseksi.

Kymmenen minuutin kuluttua mitataan liuosten absorbanssit E5 ja Ez 545 nm:ssa spektrofotome-
trilld (4.8) nollandytteeni vesi. Erotuksesta Eo-Ep saadaan aiemmin valmistetun standardikdyrin
(5.5) avulla niyteliuoksessa olevan sulfakinoksaliinin maira (A).

Standardikdyri

Pipetoidaan 100 ml:n mittapulloihin (4.5) 2, 4, 6, 8 ja 10 ml standardilivosta (3.10), jotka
vastaavat 50, 100, 150, 200 ja 250 ug:n sulfakinoksaliinimairii. Kuhunkin pulloon lisitiin 8 ml
kloorivetyhappoa (3.5), pullo tiytetiin merkkiin vedelld ja homogenoidaan.

Kutakin livosta pipetoidaan 10 ml koeputkiin {4.6) (ndmi vastaavat 5, 10, 15, 20 ja 25 ug:n
sulfakinoksaliinimiirid). Virireaktio tehdidin kohdan 5.4 mukaisesti. Absorbanssit mitataan
545 nm:ssd vesi nollandytteena. Piirretddn standardikiyrd kiyttien absorbanssiarvoja ordinaat-
tana ja vastaavia mikrogrammoina annettuja sulfakinoksaliinin mairid abskissana.
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Tulosten laskeminen
Niytteen sulfakinoksaliinipitoisuus milligrammoina kirogrammaa kohti saadaan kaavasta:

A
— .50
P

jossa:

A = fotometriselld mittauksella saatu sulfakinoksaliinin maird mikrogrammoina

‘P = niytteen punnitus grammoina.

Toistettavuus

Samasta niytteestd tehtyjen kahden erillisen mﬁﬁr‘ityksen tulosten ero e¢i saa ylittda:

10 mg/kg, absoluuttisesti ilmoitettuna, vililli 20-100 mg/kg olevilla sulfakinoksaliinipitoisuuksilla;
10 %, suhteessa suurempaan tulokseen, vililli 100-5 000 mg/kg clevilla pitoisuuksilla;

500 mg/kg, absoluuttisesti ilmoitettuna, vililla 5 000-10 000 mg/kg olevilla pitoisuuksilla,

5 %, suhteessa suurempaan tulokseen, yli 10 000 mg/kg olevilla pitoisuuksilla.

3. FURATSOLIDONIN MAARITYS
[(3-(S-nitrofurfurylideeniamino)-oksatsolidin-2-oni)]

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilli on mahdollista maarittdd furatsolidonin pitoisuus rehuissa, konsentraateissa ja esiseok-
sissa. Mairityksen alaraja on 10 mg/kg.

Periaate

Furatsolidoni uutetaan asetonilla, sen jilkeen kun nidyte on ensin uutettu petrolieetterilli rasvan

poistamiseksi. Uute puhdistetaan kromatografisesti alumiinioksidipylviailli ja furatsolidoni eluoidaan

asetonilla. Asetonieluaatti haihdutetaan kuiviin ja jiinnés liuotetaan pentanoliin. Furatsolidoni uutetaan
pentanolista vesipitoisella urealiuoksella ja uutteen absorbanssi mitataan 375 nm:ssi.

Reagenssit

3.1 Asetoni, analyysilaatua.

3.2 Kromatografiaan kaytettivd alumiinioksidi, neutraali, 100-240 mesh, valmistetaan seuraavasti:
sekoitetaan 500 g alumiinioksidia ja 1 litra kuumaa tislattua vetti ja supernatantti dekantoidaan.
Tdma toimenpide tehddidn kaksi kertaa ja lopuksi suodatetaan Biichner-suppilolla. Alumiinioksidi
kuivataan 105 °C:ssa vakiopainoon.

3.3 Pentyyliasetaatti, analyysilaatua.

3.4 Pentanoli, analyysilaatua (isomeerien seos on sopivaa).

3.5 Petrolieetteri, kiehumisvili 40-60 °C.

3.6 Urealiuos. Sekoitetaan 90 g ureaa analyysilaatua 100 ml:aan vettd, limmitetdidn varovasti
tiydellisen liukenemisen varmistamiseksi.

3.7 Standardiaine: puhdas furatsolidoni.

3.8. Standardilivos: punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella 25 mg standardiyhdistetti (3.7), liuotetaan
asetoniin (3.1) 250 ml:n mittapullossa (4.1), tiytetiin merkkiin asetonilla (3.1) ja sekoitetaan. 1
ml titd livosta sisaltdda 100 ug furatsolidonia.

Vilineisto

4.1 Ruskeaa lasia olevia 100 ja 250 ml:n mittapulloja.

4.2 Ruskeaa lasia olevia 100 ml:n erotussuppiloita.
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4.3 Sopiva uuttolaite (esim. Soxhlet tai Twisselmann).

4.4 Uuttohylsyja (25 x 80 mm tai 28 x 100 mm).

4.5 Lasisia kromatografiapylviitd, sisdhalkaisija 10 mm, pituus 300 mm.
4.6 Hoyryhaude.

4.7 Spektrofotometri ja 10 mm:n kyvetit.

Menettely

HUOM. Kaikki toimenpiteet on suoritettava himmennetyssi valaistuksessa.

51

52

5.3

5.4

5.5

Naytteen valmistus

Niyte jauhetaan niin, ettd se lipiisee kokonaisuudessaan 1 mm seulan (ISO R 565-suosituksen
mukainen). i

Uutto

Punnitaan hienoksi jauhettua ja homogenoitua niytettd milligramman tarkkuudella 5-20 g (joka
ei sisdlld enempdd kuin 1 mg furatsolidonia) uuttohylsyyn (4.4) ja pannaan se uuttolaitteeseen
(4.3). Uutetaan petrolieetterilli (3.5) varmistuen siitd, ettd Soxhlet-laitetta kiytetiin 13-17
tyhjennys-ja tiyttdjaksoa; mikili kdytetddn muita uuttolaitteita, tissi vaiheessa ei saa kiyttia alle
30 minuutin aikaa. Hylsy poistetaan laitteesta, jéljelle jadnyt liuotin valutetaan pois ja hylsy ja
uutettu rehu kuivataan lampimissd ilmavirrassa.

Kuivattu hylsy ja sen sisdlto asetetaan puhtaaseen uuttolaitteeseen ja uutetaan asetonilla (3.1)
kiyttien Soxhlet-laitetta kiytettiessi ainakin 25 tyhjennys- ja tiyttdjaksoa. Uutto-olosuhteet
tiydellisen uuton aikaansaamiseksi milld tahansa laitteella on mairittivi ennakolta. Asetoniuute
haihdutetaan 5-10 ml:n tilavuuteen héyryhauteella (4.6) ja jidhdytetiin huoneenlimpéon.

Kromatografia

Kromatografiapylvain (4.5) alapdihin tyonnetddn lasivillatuppo ja se tasoitetaan sopivalla
puikolla 2-3 mm:n paksuiseksi. Alumiinioksidi (3.2) -liete valmistetaan asetoniin (3.1), kaadetaan
pylviddseen ja annetaan laskeutua. Valmiin pylvdan korkeuden tulisi olla noin 200 mm. Asetoni-
kerroksen annetaan laskeutua pylvidin yldpinnan tasalle.

Siirretadn 5.2 kohdan mukaisesti saatu asetoniuute pullosta pylvdiseen, pullo huuhdotaan useita
kertoja asetonilla (3.1) ja neste siirretddn pylvadseen. Pylvddn alle asetetaan sopiva pullo ja
furatsolidoni eluoidaan asetonilla (3.1); kdytetyn asetonin kokonaistilavuuden, mukaan lukien
huuhteluun kaytetyt erit, tulisi olla noin 150 ml.

Uutto ja absorbanssin mittaus

Asetonieluaatti (5.3) haihdutetaan kuivaksi hoyryhauteella (4.6) (joskus voi jaadi jiljelle pieni
madrd diasetonialkoholia, joka on syntynyt asetonin kondensaatiosta alumiinioksidissa, mutta
timd ei hdiritse seuraavia uuttoja). Jddnnés liuotetaan 10 ml:aan pentanolia (3.4) ja liuos
kaadetaan erotussuppiloon (4.2). Timi toimenpide toistetaan kdyttden huuhtelunesteeni 10 ml
pentyyliasetaattia (3.3). Uuttojddnnoksen sisaltanyt astia huuhdotaan lopuksi 10 ml:lla urealivosta
(3.6), tima lisdtdan erotussuppiloon ja ravistellaan voimakkaasti kahden minuutin ajan.

Faasien annetaan erottua 3—4 minuutin ajan ennen kuin vesipitoinen faasi siirretdin 100 ml:n
mittapulloon (4.1). Huuhtelu- ja uuttovaiheet toistetaan vield nelji kertaa 10 ml:lla urealiuosta
(3.6) ja vesipitoiset uutteet pannaan mittapulloon. Mittapullon sisilto laimennetaan 100 ml:ksi
urealiuoksella (3.6) ja homogenoidaan. Liuoksen absorbanssi mitataan spektrofotometrilla (4.7)
375 nm:ssi referenssikyvetissi olevaa urealiuosta (3.6) vastaan. Furatsolidonin miird saadaan
standardikidyrin (5.5) avulla.

Standardikdyri

Valmistetaan kohdan 5.3 mukaisesti 4 kromatografiapylvisti. Kuhunkin pylviiseen pipetoidaan
erikseen 2,5, 5, 7,5 ja 10 ml standardilivosta (3.8). Kaikki neljd pylvistd pestian 150 ml:lla
asetonia (3.1) ja jatketaan kohdan 5.4 mukaisesti. Piirretdin standardikdyra kayttien absorbans-
sin arvoja ordinaattana ja vastaavia migrogrammoina annettuja furatsolidonin miaria abskis-
sana.
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6 Tulosten laskeminen

Niytteen furatsolidonipitoisuus milligrammoina kilogrammaa kohti saadaan kaavasta:

A

P
jossa:
A = fotometriselld mittaukéella saatu furatsolidonin maird mikrogrammoina.
P = ndytteen punnitus grammoina.

Toistettavuus

Samasta niytteesti tehtyjen kahden rinnakkaisen maarityksen tulosten vilinen ero ei saa ylittaa:

50 %, suhteessa suurempaan tulokseen, furatsolidonipitoisuuksien ollessa vililli 10-20 mg/kg.
10 mg/kg, absoluuttisesti ilmoitettuna, pitoisuuksien ollessa vililli 20-100 mg/kg.

10 %, suhteessa suurempaan tulokseen, pitoisuuksien ollessa 100-5 000 mg/kg.

500 mg/kg, absoluuttisesti ilmoitettuna, pitoisuuksien ollessa vililli 5 000-10 000 mg/kg.

§ %, suhteessa suurempaan tulokseen, pitoisuuksien ollessa yli 10 000 mg/kg.



